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Basic　 Studies　 on　 the　Clinical　 Applications　 of　Platelet-Rich　 Plasma.

　　　　　　　　　 (多do小 板1血1漿の臨 床応 用 に関す る基礎 的研 究)

矢　澤 真　樹

内容の要旨

1.緒li

　血小板 には止血作用 だけでな くPDGF,1℃F・ β1,】GF・1など血 管や

組織の修徊機転 に閲与する様 々な成展因子の存在が確 認 されている。

これ ら天然型の成FWlは 患 者 自身の血液 よ り収 集 し使用す るこ と

がで きるので抗療性が な く.感 染症な どの危険が 少ない とい う利 魚

か ら、多血小板 血漿(PRP)と して創傷 治癒 、骨形 成 を促進 させ る

試みが 注 日 され てい る。本研究 は、PRPに 含 まれ る成 艮閃子の濃度

を測wし て、 よ り高濃度 の成罠 因子 を含UPRPの 作 成法 を聞発 し,

PRPの 担体 として フ ィブリン糊 をniい た場 合のDDS(Drug　 Delivery

Sysremlと しての評価 を行 ない、その臨床幼;Mli3よぴ臨床応用へ の

可能性 を検討 した。

2,材 料 ・方法

実験l　 PRP,血 小 板沈殿物 再浮遊液の作成 と含有成 長因子濃度 の

検討

　 まず ヒ トの全血 をBOG、15分 間遠心分離 して血球 成分 を除い た血

漿成分(PRPI)を 作 成 した。次に このPRPを1000G、7分 間遺心分離

して得 られた血小板沈殿物 をその上清(PPP:Pla巳ole巳Poor　 Plasma)

1mlで 再浄遊 し、血小板沈 殿物 再浮遊液 としてPDGF』 ℃F・βコ濃度

を測建 した。

実験2　 血小板沈殿物 再浮遊液のDDSの 検討

　 ウサ ギの全血か ら作成 した血小 板沈殿 物 をフ ィブ リン糊で両 浮遊

し、 フ ィブ リン糊 シー トを作 成 した。 これ を同 じ兎の耳介皮下 に埋

入 し、埋 人前、埋入 後、1,3,5,7日 目の倹体 をH.E.ik色 お よ

び抗PDGF抗 体 で免疫染色 した。

3,結 果

実験1:PDGF濃 度 、　TGF・印 濃度 は全血 に比べPRPで は3.5、4fiF,

血小 板沈殿物 再浮遊 液では12、191陛に濃縮 されていた。

実験2:H.E.染 色 では埋 入直後 よ り7日 に渡 って次 第に フィブ リン

シー トが 薄 く、内部が 粗になる様 子が観察 された。免疫染色では埋

人後7旧 まで、残存す るシー ト内に抗PDGF抗 体に よる瓢粒状の 染色

像が観寮 され た。

4.考 寮

　血小板 沈殿 物の 再浮遊 を利iuし た多血小板 血漿 作威法は、通常 の

方法 よ り高濃度の成 良因子 を含める ことが で きるだけでな く、収 集

した戒 髭因子に無駄が少 な く.再 浮遊に各種担体 を付加すれ ば幼 果

的なDDSの 期待がで きる。

　本研 究の給果で得 られた戚艮因子濃度 は、過 去の知見で各種戒 長

因子 を嘩独投与 した場合 に必 要 とYhて いる濃度 には達 してい ない

が 、鰻数の成長 因子 を複合投 与 した場合 、戚艮因予同志の ネ ッ トワ

ー クに よ り.単 独投 与 をL回 る創窃治癒効 果が確 麗で きるとされて

いる。様 々な虞 長因子がある穫度 自然 な比 率 を保 ちなが ら存在 する

PRPは,　 m独 の成 長因 子投 与による創傷 治繊 促進効 果 より低濃度 で

良好な効 果 を発揮 す ることが推 寮 され る。PRPの 担 体 としてi3,フ

ィプ リン糊 が理想 的な代謝吸 収動態 を示 し、経時 的fsPDGPの 舎有が

確認 された ことに加え 、血小 板沈段物 からのlnlT遊 にも適 当である

ことか ら、41後PRPの 臨床応用 に適当な担体 の一つ と考えられた。

論文審査の要旨

　 PDGP,　 TGF-pな どの成 艮因 許が多 く存在す る血小 板は遠心 分離 に

よ り高漉度 で採取 され、眼P(Pla■elcl　Rich　Plasma)と して創協治癒、

骨形成 の場 で臨床利 屠 されて いる。本詮 文 では、PRPに 含 まi1る 成

長因子の濃度 を測定 しなが ら従 来の作成法 にr.zを 加 え、よ り高濃

度 の成 艮因rを3UPRPの 作成方法 を明 らか`こした。 さらに 、この

PRPの 適応方法 について、　PRPを 含有す るフ ィブ リン糊 シー トをウサ

ギの耳介にrw人 後経時 的にrug.免 疫染色 〔抗PDGF抗 体)す るこ と

で、PRPのDDS(【hug　 Delivery　SysiemJと しての フrブ リン糊 を評

価 した。 その結果.PRPは フ ィブ リン糊 を担体 とした場 合1週 間捏

度の徐放性 を得 られる可能性が推 測 され、PRPの 幼 果的 な臨床応 川

のuJj能性 を',:唆した,

　 審査 でia,測 定 されたPRP中 の戚長 因子 濃度 につ いて 、各成 良因

子が1n独 投 与された場合 に効 果 を1怨める とされるiklllに達 していな

い ことについて解釈 を求め られ たが、我 々の行 ってい るPRP作 戒法

では血小板1肥Ilo巳再浮遊 に用いる液最 によって成 昆閃子濃度 のコ ン ト

ロー ルは自在であ る とした.r.で.　PRP中 には 各極成 艮因子が厘理 的

なバ ランスの 配合で含 まnて いるため,こ れ らの相h:・ 相乗作用 が

期待で きることr,そ の後の研究の によ りPRP作 成時にPGE]な どの

抗血小板剤の併lllが成 反因イ・回収効車 を高める ことを明 らか に して

いる と された。PRPで は成 優因f一が 高濃度 に濃縮 できている ことは

5}か るが 、同.一検体 のPRPでPDGFとTGF一 印 の濃縮倍 楽に差が坐 じ

てい るこ とについて指摘 されたが 、測定に用 いるELISAの 選択 に検

討の余地 を残す ものの 、検伽IIで の血小板 の脱願粒が不 十分 な恐 れ

について は、現在で は血小板 を完2に 壊 してか ら測定す る方法 を採

用 している と回答 された。PRP'を フ ィブ リン湖 と混ぜ て使用す る こ

とでDDSと しての 可能 性 を示 してい るようだが 、フ ィブ りン糊内に

存在する血小板あるいは戒長閃子の活性は どうかとい う問いに対 し、

竃子顕機鏡写tci_よ りフ ィブ リン糊内では成 長因チのほ とんどが血

小 板 か ら脱 瓢 粒に よ り放 出 されて いる こと を確 認 してい るが 、抗

PDGF抗 体 に よる免 疫染色で の確膨では フィブ リン糊内の戒 艮因子 に

活性があ るか どうかの判断 はで きないので 、今 後の詳細 な検討が必

要 とされた。

　 論文中 の検 討方法 に若干改 良の余地が残 されている ものの 、発 想

と着眼IJ　 お よびこの研究 か ら発展 し継続 している ・連の研究{戒

長因子 の濃度 測定 方法 ・抗血小板 剤の回収効 率へのEj}、 　PRPと ヒ

ト由来の トロ ンビン、 フ ィブリ ンの併爾 に よるboneless　bone　graOの

可能性 、創傷 治癒促進効 果への応用1!3,再 生医学研 究の中 でもき

わめ て安 全 と思 わnる 手法 を用いてお り、臨床へ のフr一 ドパ ック

が容易な研 究 として有意義 と評価 された。

　 論文審査 拠 当者　主査 　形戒外 科学　中島　飽夫

　　　　内科学　池田　康夫

　　　　外科学　河瀬　　斌

学力確諺担当者

　　審査委員長　池田　廠夫

臨床検査医学　渡辺　清明
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